Archaeal communities of frozen Quaternary sediments of marine origin on the coast of Western Spitsbergen, by Karaevskaya, Ekatarina S. et al.
ISSN 1811-0045 (печатная версия), 2311-9578 (онлайн) 




АРХЕЙНЫЕ СООБЩЕСТВА МЕРЗЛЫХ ЧЕТВЕРТИЧНЫХ ПОРОД 
МОРСКОГО ГЕНЕЗИСА НА ПОБЕРЕЖЬЕ о. ЗАПАДНЫЙ ШПИЦБЕРГЕН
© 2021 г.    Е.С. Караевская1, 2 *, Н.Э. Демидов1, В.С. Казанцев3, И.М. Елизаров4, 
А.Г. Калошин5, А.Л. Петров5, Д.С. Карлов6, Л. Ширрмайстер7, А.А. Белов8, С. Веттерих7
1 Государственный научный центр Российской Федерации «Арктический и антарктический 
научно-исследовательский институт», г. Санкт-Петербург, Россия
2 Институт общей генетики имени Н.И. Вавилова РАН, г. Москва, Россия
3 Институт физики атмосферы имени А.М. Обухова РАН, г. Москва, Россия
4  Федеральный исследовательский центр «Фундаментальные основы биотехнологии» РАН, 
Институт микробиологии имени С.Н. Виноградского РАН, г. Москва, Россия
5 Научно-аналитический центр, Апрелевское отделение Всероссийского научно-исследовательского 
геологического нефтяного института, Московская обл., г. Апрелевка, Россия
6 Всероссийский научно-исследовательский институт сельскохозяйственной микробиологии, 
г. Санкт-Петербург; г. Пушкин, Россия
7 Институт Альфреда Вегенера Центра полярных и морских исследований имени Гельмгольца, 
отдел исследований вечной мерзлоты, г. Потсдам, Германия
8 Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова, 
факультет почвоведения, г. Москва, Россия
*e-mail: katya_k_s@mail.ru
Поступила в редакцию 30.09.2020 г.; после доработки 18.07.2021 г.
Принята к публикации 20.07.2021 г.
Аннотация. Исследовано разнообразие домена Archaea образцов вечной мерзлоты, полученных 
при бурении мерзлых четвертичных отложений морского генезиса на восточном побережье за-
лива Гренфьорд о. Западный Шпицберген. Исследование основано на анализе V4 региона гена 
16S рРНК, проведенного с помощью секвенирования нового поколения. Это вторая часть работы по 
изучению прокариотного состава мерзлоты о. Западный Шпицберген, первая часть посвящена домену 
Bacteria. Основными обнаруженными филумами домена Archaea были Euryarchaeota, Bathyarchaeota, 
Thaumarchaeota и Asgardarchaeota. В результате филогенетического анализа доминирующих опера-
тивных таксономических единиц были обнаружены представители метаногенных метан- и аммоний-
окисляющих архей, а также гетеротрофных архей. Метаногенные археи филума Euryarchaeota класса 
Methanobacteria обнаружены в мерзлоте спорного генезиса, тогда как метанокисляющие археи класса 
Methanomicrobia порядка Methanosarcinales  были обнаружены в морской мерзлоте м. Финнесет: группа 
ANME-2a, -2b – в слоях 8.6 и 11.7 м, а группа ANME-2d (Candidatus Methanoperedens) – в слое 6.5 м. 
Аммонийокисляющие археи филума Thaumarchaeota присутствовали во всех типах мерзлоты, при этом 
порядок Nitrososphaerales был обнаружен в мерзлоте спорного генезиса, а порядок – Nitrosopumilales 
в морской мерзлоте и в мерзлоте спорного генезиса. Представители филума Bathyarchaeota были об-
наружены в стратиграфически наиболее древних исследуемых образцах. Суперфилум Asgardarchaeota  
был встречен исключительно в слоях мерзлоты с морским генезисом и  представлен филумами 
Lokiarchaeota, Thorarchaeota и еще одной, не идентифицированной нами группой, принадлежащей к 
этому суперфилуму. Присутствие в мерзлоте первой морской террасы м. Финнесет на глубине 11.7 м 
метана, этилена и этана, а также состав архейного сообщества этой толщи дают основание предпола-
гать, что до замерзания в ней присутствовали микробиологические процессы анаэробного окисления 
метана, вероятно, поступавшего из третичных пород. Полученные результаты как этой, так и предыду-
щей нашей работы представляют мерзлоту Шпицбергена как богатый архив генетической информации 
малоизученных прокариотных групп.
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метилотрофный метаногенез [Vanwonterghem et al., 2016], 
представители филума Bathyarchaeota, предположитель-
но способные к метаногенезу [Evans et al., 2015], и пред-
ставители филумов Thermoplasmata и Woesearchaeota 
[Gründer et al., 2019]. Исследования разнообразия архей 
древних морских мерзлых пород на арх. Шпицберген 
с использованием метода секвенирования нового поко-
ления, согласно литературным источникам, до настоя-
щего времени не проводилось.
Целью нашей работы было охарактеризовать много-
летнемерзлые прибрежные морские отложения, ох-
ватывающие весь высотный и возрастной диапазон 
лестницы морских террас в районе Баренцбурга, с по-
мощью методов анализа V4 региона гена 16S рРНК 
для получения представления о структуре архейных 
сообществ и о микробиологических процессах, про-
исходивших в морских осадках до их замерзания на 
длительное время. Данная работа представляет собой 
вторую часть исследования, посвященную домену 
Archaea, первая была посвящена домену Bacteria (см. 
публикацию [Караевская и др., 2021]).
ОБЪЕКТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В исследовании использовались керны вечной 
мерзлоты из скв. 1 (78.02289° с.ш., 14.29845° в.д., 
2 м над ур. моря), пробуренной в устье р. Грен, скв. 2 
(78.09504° с.ш., 14.24096° в.д., 75.5 м. над ур. моря) и 
скв. 5  (78.09856° с.ш., 14.23299° в.д., 43 м над ур. моря), 
пробуренных на южном берегу залива Исфьорд, а также 
скв. 7 (78.04703° с.ш., 14.21962° в.д., 8 м над ур. моря), 
пробуренной на м. Финнесет (рис. 1). Отложения пред-
ставлены песками, супесями, суглинками и глинами 
прибрежно-морского генезиса (рис. 2), которые нака-
пливались под уровнем моря в позднем плейстоцене и 
голоцене, а затем, при резком падении относительно-
го уровня моря, выходили на поверхность, промерза-
ли и покрывались маломощным покровом континен-
тальных отложений различного генезиса [Svendsen, 
Mangerud, 1997; Forman et al., 2004].
Среднегодовая температура скв. 2 (25.09.2018 г. – 
25.08.2019 г.) на глубине 5.5 м составила –2.17 °С, а 
однократное измерение (12.09.2016 г.) температуры 
скв. 7 на глубине 12.5 м показало температуру –0.87 °С 
[Демидов и др., 2020]. Несмотря на то что в современ-
ную эпоху эти отложения являются мерзлыми, образцы 
с глубин менее 3 м могли оттаять во время голоцено-
вого потепления, когда глубина сезонного протаивания 
превышала современную. В случае скв. 1 кратковре-
менное повышение уровня моря могло вызвать вре-
менное оттаивание отложений, которые в настоящее 
время являются мерзлотой [Salvigsen, Høgvard, 2005; 
Соловьева и др., 2018]. Образцы, взятые для исследова-
ния мерзлоты с помощью метода секвенирования но-
вого поколения, были обозначены номерами согласно 
номерам скважин и глубинам отбора (S1-1, S2-4, S5-3, 
S7-7, S7-9 и S7-12). 
МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Отбор проб. Бурение проводилось в августе–сен-
тябре 2016 г. буровой установкой УКБ 12/25 (за-
вод бурового оборудования им. В.В. Воровского, 
г. Екатеринбург, Россия) без промывки и добавления 
ВВЕДЕНИЕ
Архипелаг Шпицберген – уникальный регион 
Арктики, где фиксируются быстрые процессы, связан-
ные с потеплением климата. Согласно метеорологиче-
ским данным по пос. Лонгйира, среднегодовая темпе-
ратура воздуха в течение ХХ в. повысилась примерно 
с –9 до –4 °С [Humlum et al., 2003]. Площадь ледников в 
окрестностях поселений Лонгйир и Баренцбург умень-
шилась примерно в 2 раза с 1936 по 2017 г. [Чернов, 
Муравьев, 2018]. Вечная мерзлота Шпицбергена – наи-
более теплая в высоких широтах благодаря отепля-
ющему влиянию течений и воздушных масс, пере-
носимых из Атлантики Западным Шпицбергенским 
течением. В 2016 г. в рамках создания криосферного 
полигона Российского научного центра в районе руд-
ника Баренцбург на восточном берегу зал. Гренфьорд 
были пробурены скважины для изучения структурных 
особенностей вечной мерзлоты и мониторинга ее тем-
пературы [Демидов и др., 2016; Demidov et al., 2019]. 
Скважинами вскрыты прибрежно-морские мерзлые от-
ложения, замерзшие в позднем плейстоцене и голоцене 
после выхода из-под уровня моря. 
Данное исследование является продолжением работ 
по всестороннему изучению вечной мерзлоты в райо-
не рудника Баренцбург в части ее микробиологической 
характеристики. Сравнительное микробиологическое 
исследование арктических систем «морская вода – 
морские отложения» и «наземная мерзлота – подводная 
мерзлота» показывает различия между доминирующи-
ми в них группами прокариот. Для домена Archaea при 
переходе от морской воды к морским отложениям на-
блюдалось увеличение доли порядков Methanomicrobia 
и Methanococci и уменьшение порядка Methanobacteria 
филума Euarchaeota, а также значительное увеличение 
доли Thermoprotei (Crenarchaeota) и появление порядка 
Thermoplasmata (Euarychaeota) [Hamdan et al., 2013]. 
Доминирующими группами домена Archaea в вечной 
мерзлоте в районе м. Мамонтов Клык (западная часть 
моря Лаптевых) возрастом около 2500 лет являются 
анаэробные метаногенные аммонийокисляющие и ме-
танокисляющие археи [Mitzscherling et al., 2019]. В веч-
ной мерзлоте бух. Буор-Хая (юг моря Лаптевых) пре-
обладают группы метаногенных и метанокисляющих 
архей [Winkel et al., 2018]. В Западной Субантарктике, в 
южной части Атлантического океана, исследование со-
става архей мерзлоты о. Кинг-Джордж возрастом около 
7500 лет, богатой микробным метаном, с использовани-
ем областей v3–v5 и v1–v5 гена 16S рРНК показало пре-
обладание метаногенных и аммонийокисляющих архей 
[Караевская и др., 2014]. При исследовании двухметро-
вой толщи морских осадков северо-западного шельфа 
арх. Шпицберген с невертикальной эмиссией мета-
на были обнаружены представители Crenarchaeota – 
Miscellaneous Crenarchaeotal Group (в верхней части 
исследуемой толщи), а также Euarchaeota – группы 
ANME-1, анаэробно окисляющих метан архей (в ниж-
ней части толщи) [Treude et al., 2020]. В биопленках из 
скважин, пробуренных в морских газогидратных пинго 
примерно в 50 км к юг–юго-западу от о. Южного Мыса 
арх. Шпицберген, были обнаружены метанокисляю-
щие археи класса Methanomicrobia групп ANME-1a и -b 
филума Euryarchaeota, представители недавно откры-
того порядка C. Methanofastidiosales, осуществляющие 
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химических реагентов. Использовались тонкостен-
ные колонковые трубы с внешним диаметром от 76 
до 112 мм. После очистки поверхности мерзлых сег-
ментов керна стерильным скальпелем образцы поме-
щали в стерильные пакеты (Whirl-Pak®, Nasko, США) 
и хранили при температуре от –4 до –10 °С. 28  октя-
бря 2016 г. образцы были доставлены в лабораторию 
ЛИКОС (ГНЦ РФ «Арктический и антарктический 
научно-исследовательский институт»), где хранились 
в морозильной камере при температуре –18 °С до ана-
лиза (октябрь 2016 г. – февраль 2020 г.).
Анализ концентрации моноксида углерода, диок-
сида углерода, метана и этилена. Для анализа газов 
нами была выбрана скв. 7, поскольку она является наи-
более глубокой (12 м) и обильной по образцам для га-
зоотбора из мерзлоты. Газовую фазу образцов мерзло-
ты отбирали с помощью дегазации методом head-space 
в шприцах объемом 150 мл [Alperin, Reeburgh, 1985]. 
Анализ концентрации оксида углерода, диоксида угле-
рода, метана, этилена и этана проводили на хромато-
графе «Хроматэк-Кристалл 5000» с насадочной и ка-
пиллярной колонками при температуре в термостате 
колонки по изотерме 80 °C (НИЦ «Курчатовский ин-
ститут» – ИРЕА (Научно-исследовательский институт 
химических реактивов и особо чистых химических ве-
ществ), г. Москва, Россия).
Использовались три детектора: ПИД-1 (для оксидов 
углерода и метана) и ПИД-2 (для углеводородов С2–
С4), температура обоих составляла 200 °С; РТА – для 
определения азота, кислорода и водорода (температу-
ра – 160 °С). Расход газа сравнения (гелий) составил 
15 мл/мин. Газ-носитель – гелий (99.9999 %), давле-
ние – 25 кПа. Расход водорода – 25 мл/мин, расход 
воздуха – 500 мл/мин. Используемые газовые смеси: 
O2/CO/CO2/CH4/N2/He с мольной долей компонентов 
(ppm) 2.2/2.2/2.3/2.3/2.6/остаток и 7.8/ 7.7/7.6/7.7/7.6/
остаток соответственно, C2H4, C2H2, C2H6, C3H6, C3H8, 
i-C4H10/n-C4H10, N2 с мольной долей компонентов (%) 0.
00105/0.00097/0.00108/0.00104/0.00105/0.00111/0.0010
7/остаток соответственно.
Выделение ДНК, подготовка и секвенирование 
библиотек ампликонов. ДНК из образцов выделяли 
с помощью набора Fast DNA Spin Kit for Soil соглас-
но методике производителя (MP Biomedicals, США). 
Концентрацию измеряли на флуориметре Qubit 2.0 с 
набором реагентов dsDNA HS reagent KIT (InvitrogenTM, 
США). Библиотеки ампликонов были созданы с помо-
щью ПЦР (полимеразная цепная реакция) с универ-
сальными праймерами для области V4 в соответствии 
с ранее описанной методологией [Fadrosh et al., 2014] 
в Институте микробиологии им. С.Н. Виноградского 
РАН. Праймеры были выбраны для наиболее объ-
ективного соотношения доменов бактерий и ар-
хей: 515F (5′–GTGBCAGCMGCCGCGGTAA–3′) 
[Hugerth et al., 2014] и Pro-mod-805R (5′–
GACTACNVGGGTMTCTAATCC–3′) [Меркель и др., 
2019].
Секвенирование проводили на системе MiSeq 
(Illumina, США) в лаборатории «Biospark» (г. Москва; 
г. Троицк, Россия) с использованием реакции Miseq 
Reagent Micro KITv2, считывающей 150 нуклеоти-
дов с каждого конца. Каждый образец был прочитан 
в двух повторностях, включая контрольные образцы 
реактивов и лабораторного воздуха, используемые 
для вычитания загрязняющих последовательностей 
из исследуемого образца. Всего получено 164 843 
последовательности.
Биоинформатический и статистический анализ. 
Демультиплексирование, а также последующую обра-
ботку и анализ последовательностей проводили с ис-
пользованием соответствующих алгоритмов в програм-
ме QIIME 2 ver 2019.1 [Bolyen et al., 2019]. Оперативные 
таксономические единицы (ОТЕ) идентифицировали с 







Рис. 1. Местоположение изучаемой территории на арх. Шпицберген (а), спутниковый снимок криосферного 
полигона в Баренцбурге и расположение на нем скважин 1, 2, 5 и 7 (б) и точное расположение скв. 2 и 5 (в) (по 
[Караевская и др., 2021]) 
Использованы карты, выложенные на сайтах https://google.ru/maps и https://toposvalbard.npolar.no
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arb-silva.de/silvangs/) и BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi). Все индексы рассчитывались для ненор-
мированных данных. 
Индекс покрытия ампликоновых библиотек рассчи-
тывался по формуле 
C = 1 – n/Ni ,
где n – количество ОТЕ, представленных одним ампли-
коном; N – общее количество ампликонов [Good, 1953]. 
Индекс Чао1 [Chao, 1984] рассчитывался по формуле 
Чао1 = Sobs + (a2/2b),
где Sobs – идентифицированное количество филотипов 
(ОТЕ); a – количество филотипов (ОТЕ), представлен-
ных одним ампликоном; b – количество филотипов, 
представленных двумя ампликонами. 
Индекс Шэннона–Уивера [Мэгарран, 1992] вычис-




где pi – относительная численность i-го филотипа 
(ОТЕ).
Относительное обилие двух технических повторно-
стей было объединено для анализа архейного сообще-
ства методом пузырьковых диаграмм (рис. 3). Анализ 
основных компонентов и кластерный анализ выполня-
ли с помощью статистического пакета Past3 [Hammer et 
al., 2001] с использованием алгоритма невзвешенных 
парных групп со средним арифметическим (UPGMA) 
и индекса евклидова расстояния.
Размещение нуклеотидных последовательностей 
в GenBank. Последовательности V4 региона гена 
16S рРНК были помещены в базу данных (Gen Bank) 
Национального центра биотехнологической информа-
ции (National Center for Biotechnological Information, 
NCBI), г. Бетесд, США, как bioproject PRJNA625477. 
ПОЛУЧЕННЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ
Метан и другие углеродсодержащие газы в кер-
нах скв. 7 в районе м. Финнесет. Содержание метана 
в кернах скв. 7 составляло от 0.09029 до 0.48315 мл/кг 
(табл. 1), а концентрация диоксида углерода была 
примерно в 58–98 раз выше концентрации метана и в 
2.2–5.8 раза выше концентрации моноксида углерода. 
В обр. S7-12 были обнаружены этилен и этан в кон-
центрациях, сопоставимых с содержанием метана (см. 
табл. 1). 
Профилирование области V4 16S рРНК. Геномную 
ДНК удалось выделить из всех образцов: в концен-
трациях от 0.1 до 0.8 нг/мкл для образцов скважин 1 
и 7 и около 0.02 нг/мкл – для образцов скважин  2 и 
5. Содержание архейной ДНК в общей прокариотной 
ДНК не превышало 1 % (табл. 2). Всего выявлено 44 
ОТЕ домена Archaea (все они являлись доминирующи-
ми, ≥1 %): 7, 5, 7, 8, 1 и 16 для образцов S1-1, S2-4, S5-3, 
S7-7, S7-9 и S7-12 соответственно (табл. 3). 
unclassified
Рис. 3. Относительное обилие таксонов внутри домена Archaea (в долях от общего содержания архей в 
изученных образцах)
Кружки – среднее значение относительной численности таксономических групп по двум техническим повторностям
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Домен Archaea был представлен филумами 
Euryarchaeota (5.6–100 %), Bathyarchaeota (22.1–
81.0 %), Thaumarchaeota (5.6–54.0 %), Asgardarchaea 
(6.3–79.2 %) и Woesearchaeota (5.6–52.2 %) (рис. 4, 
5). Метаногенные археи обнаружены в образцах S1-1, 
S2-4, S5-3 и S7-7 и представлены четырьмя родами: 
Methanocalculus, Methanobacterium, Methanobrevibacter 
и Methanothermobacter. Класс Methanobacteria филу-
ма Euryarchaeota оказался наиболее разнообразным 
в изученных образцах. Его представители обнаружены 
в образцах из всех скважин.
Так, в обр. S1-1 32.7 % приходилось на род 
Methanobacterium и 15.4 % – на род Methanothermo-
bacter. Это единственный из шести образцов, в кото-
ром доля метаногенных архей превышала 20 % и со-
ставила 46 %. Род Methanobacterium обнаружен как 
единственный представитель метаногенных архей в 
обр. S7-7. Род Methanothermo bacter также обнаружен 
в обр. S2-4. Род Methanobrevibacter был единствен-
ным представителем метаногенов в обр. S5-3. Класс 
Methanomicrobia представлен в исследованных об-
разцах родом Methanocalculus и обнаружен только в 
обр. S2-4, где он составил 18 % от сообщества архей. 
Класс Thermoplasmata представлен группой SG8-5 и 
обнаружен только в обр. S7-12 (2.8 %).
В скв. 7 были обнаружены представители порядка 
Methanosarcinales, относящиеся к археям, участвую-
щим в анаэробном окислении метана: группы ANME-
2a, -2b (обр. S7-9 – 100 %, обр. S7-12 – 30.3 %) и -2d 
(Candidatus Methanoperedens) (обр. S7-7 – 36.1 %). 
Филум Bathyarchaeota был обнаружен в образцах 
S2-4 (80.6%) и S7-12 (17.8 %). Представители аммо-
нийокисляющих архей филума Thaumarchaeota по-
рядка Nitrososphaerales присутствовали в образцах 
S1-1 (50.0 %), S7-7 (3.6 %), S7-12 (5.6 %), а порядка 
Nitrosopumilales – в образцах S1-1 (3.9 %), S5-3 (10.0 %), 
S7-12 (2.8 %). Внутри Asgardarchaeota superfi la обнару-
жены представители филума Lokiarchaeota (обр. S5-3 – 
22.2 %, обр. S7-7 – 6.8 %, обр. S7-12 – 12.2 %), 
Candidatus Thorarchaeota (обр. S5-3 – 27.7 %, обр. S7-
12 – 29.3 %) и неклассифицируемых по гену 16S рРНК 
Asgardarchaeota (обр. S5-3 – 33.3 %).
Представители Lokiarchaeota в обр. S5-3, Candidatus 
Thorarchaeota, а также неклассифицируемые 
Asgardarchaeota в образцах S5-3 и S7-12 были иденти-
фицированы в том числе благодаря филогенетическому 
дереву, на котором они формировали единый кластер 
с высоким (84–99 %) уровнем поддержки с предста-
вителями филума Lokiarchaeota из образцов S7-7 и 
S7-12 (см. рис. 4). Филум Woesearchaeota из суперфи-
лума DPANN обнаружен  в образцах S5-3 (3.9 %), S7-7 
(52.2 %) и S7-12 (9.4 %).
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Содержание углеродсодержащих газов в мерз-
лоте м. Финнесет. Присутствие этилена и этана в 
обр. S7-12 может объясняться как природным соста-
вом газовой фазы, поднимающейся через мерзлоту к 
поверхности из коренных пород, так и анаэробными 
процессами расщепления этилена археями до этана 
Таблица 1. Концентрации углеродсодержащих газов в кернах скв. 7, 
измеренные на хроматографе «Хроматэк-Кристалл 5000»
Глубина, м Образец
Концентрация, мл/кг
CO CO2 CH4 C2H4 C2H6
4.5 5.76202 13.46128 0.14902 н.ч.п.* н.ч.п
6.5 S7-7 1.94538 8.84039 0.09029 н.ч.п н.ч.п
11.7 S7-12 4.85901 28.13825 0.48315 0.29511 0.74120
* н.ч.п – ниже чувствительности прибора.
Таблица 2. Характеристики ампликоновых библиотек в исследуемых образцах (содержание ДНК архей, 




































































1 1.3 S1-1 0.04 3338±427 30404±5471 96.3±4.3 5.0±0.1 8540±1156
2 4.2 S2-4 1.00 164±18 6678±604 98.3±1.1 2.5±0.1 857±761
5 3.1 S5-3 0.02 531±56 19829±4061 98.7±0.1 2.8±0.1 1207±387
7
6.5 S7-7 0.02 783±60 14899±2308 98.2±0.1 4.7±0.1 1239±142
8.6 S7-9 1.00 96±35 164±32 53.6±9.6 4.1±0.6 452±169
11.7 S7-12 0.14 799±23 10274±549 96.8±0.4 4.3±0.1 1242±83
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Рис. 4. Филогенетическое  положение полученных OTE домена Archaea (см. табл. 3) относительно ближайших 
последовательностей клонов и типовых штаммов из базы данных NCBI (модель Тамуры и Нея, метод 
bootstrap для 500 выборок)
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и метана, описанными ранее [Koene-Cottaar, Schraa, 
1997; Xie et al., 2017]. Известно, что этилен и ацети-
лен ингибируют метаногенез в морских отложениях 
[Oremland, Taylor, 1975].
Характеристика ампликоновых библиотек 
(характеристика также приведена в статье, посвя-
щенной домену Bacteria [Караевская и др., 2021]). 
Наибольшим разнообразием характеризовался 
обр. S1-1, его индекс Шэннона–Уивера составил 
5.0±0.1, индекс Чао 1 – 8540±1156, а индекс покрытия 
библиотеки – 96.3±4.3 % (см. табл. 1). Образцы скв. 7 
обладали меньшим прокариотным разнообразием: ин-
декс Шэннона–Уивера составлял от 4.1±0.6 до 4.7±0.1, 
а Чао1 – от 452±169 до 1242±83. Обр. S7-9 с самыми 
низкими индексами разнообразия и низким индек-
сом покрытия библиотеки (53.6±9.6 %) выделяется 
по сравнению с двумя другими образцами – S7-7 и 
S7-12 (96.8±0.4 и 98.2±0.1 % соответственно). Это мо-
жет быть объяснено менее благоприятными условиями 
для сохранения ДНК в месте отбора обр. S7-9, а также 
высоким содержанием в нем растительных остатков по 
сравнению с другими образцами.
Образцы S2-4 (2.5±0.1) и S5-3 (2.8±0.1) характе-
ризовались наименьшим разнообразием по индексу 
Шэннона–Уивера, тогда как покрытие библиотеки в 
них было довольно высоким – 98.3±1.1 и 98.7±0.1 со-
ответственно. Это можно объяснить очень низкими вы-
ходными концентрациями ДНК, что, в свою очередь, 
может быть связано с более древним возрастом пород 
в скв. 2 по сравнению с образцами из нижних морских 
террас, вскрытых скважинами 1 и 7.
Таксономия ОТЕ домена Archaea. Здесь мы рассмо-
трим таксономию ОТЕ домена Archaea (рис. 3, 4, см. 
табл. 3), исключая составляющие менее 5 % от всех 
архейных ампликонов, что ниже уровня погрешности 
метода. В табл. 3 эти ОТЕ помечены «звездочкой».
Выявленные в образцах S1-1 и S7-7 ОТЕ филума 
Euryarchaeota рода Methanobacterium оказались род-
ственными типовому штамму гидрогенотрофных 
пресноводных метаногенных архей M. lacus 17A1T 
[Borrel et al., 2012]. Род Methanocalculus объединяет 
галотолерантные виды и представлен в обр. S2-4 ОТЕ, 
родственными типовому штамму гидрогенотрофных 
архей M. pumilus MHT-1T [Mori et al., 2000], который 
устойчив к высоким концентрациям некоторых тя-
желых металлов, например в таких соединениях, как 
CdCl2 и CuSO4 [Fardeau et al., 2019]. 
ОТЕ морских анаэробно окисляющих метан архей 
ANME-2a-2b [Beuling et al., 2019] были обнаружены 
в образцах S7-9 и S7-12, а пресноводных – ANME-2d 
[Kurth et al., 2019] – в обр. S7-7. 
Филум Bathyarchaeota, обнаруженный в образцах 
S2-4 и S7-12, представляет собой археи, которые встре-
чаются среди прочих в Na2+-засоленных местообитани-
ях в симбиозе с классом Methanomicrobia. В метагеноме 
Bathyarchaeota были обнаружены гены, кодирующие 
комплекс метил-коэнзим М-редуктазы (MKP) [Evans 
et al., 2015; Каллистова и др., 2017] и участвующие в 
метаногенезе и анаэробном окислении метана [Thauer, 
1998; Shima, Thauer, 2005]. 
Семейство Nitrososphaeraceae (образцы S1-1, S7-7, 
S7-12) и семейство Nitrosopumilaceae (род Candidatus 
Nitrosopumilus) (образцы S1-1, S5-3, S7-12) филума 
Thaumarchaeota представляют собой анаэробные ам-
монийокисляющие археи. Первые присутствуют как в 
почвенных, так и в пресноводных и морских экосисте-
мах, а вторые – в глубоководных морских экосистемах 
[Park et al., 2012]. 
Археи суперфилума Asgardarchaeota присутствуют 
только в скважинах 5 и 7. Предполагается, что археи 
этого суперфилума являются облигатными анаэро-
бами, могут иметь автотрофный, гетеротрофный и 
Рис. 5. Результаты анализа методом главных компонент относительного обилия филумов домена Archaea для 
двух технических повторностей (а) и дендрограмма кластерного анализа (б)
а. Векторы показывают преобладающие таксономические факторы, которые в основном ответственны за расхождения 
между выборками. 
б. В качестве индекса сходства для кластерного анализа использовано евклидово расстояние
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фототрофный типы питания, а также участвуют в вос-
становлении железа и марганца в присутствии мета-
ногенных архей и сульфатредуцирующих бактерий 
[Jørgensen et al., 2013]. Филум Lokiarchaeota, выявлен-
ный в образцах S5-3, S7-7 и S7-12, был обнаружен в 
гидротермальных источниках в Японии [Takai, 
Horikoshi, 1999], донных морских отложениях 
Атлантического океана [Vetriani et al., 1999], а также 
в наземных анаэробных/микроаэрофильных водных 
экосистемах [Sørensen, Teske, 2006] и глубоководных 
гидротермах Северной Атлантики на хр. Книповича 
[Jørgensen et al., 2012, 2013].
Присутствие филума Thorarchaeota, выделенного 
в образцах S5-3 и S7-12, отмечалось в озерных, ман-
гровых и гидротермальных морских донных осад-
ках. Предполагают, что его представители способны 
к преобразованию белков и углеводородов, а также к 
ацетогенезу и сульфатредукции [Seitz et al., 2016]. Все 
наиболее близкие к полученным нами ОТЕ представи-
телям Asgardarchaeota – обитатели морских экосистем. 
Стоит отметить, что ОТЕ, относящиеся к  филуму 
Asgardarchaeota, практически не пересекались между 
собой в исследуемых образцах, за исключением ОТЕ 
АS5-3-2 и АS7-12-3, АS5-3-3 и АS7-12-4, что свиде-
тельствует об их разнообразном составе в зависимости 
от места и времени седиментации (см. рис. 4). 
Генетическая взаимосвязь образцов и интерпре-
тация биохимической роли сообщества. На основе 
анализа главных компонент по разнообразию филу-
мов архей наиболее близкими друг к другу оказались 
образцы S7-7, S7-12 и S1-1. Отличие обр. S7-9 мож-
но объяснить повышенным содержанием в нем фраг-
ментов растительного материала, что, скорее всего, 
связано с условиями седиментации пород, из которых 
был отобран этот образец. Присутствие суперфилума 
Asgardarchaeota позволило объединить по происхожде-
нию образцы скважин 5 (S5-3) и 7 (S7-7, S7-12), а филу-
ма Thorarchaeota – образцы S5-3 и S7-12 (см. рис. 5, б).
Другие кластеры образованы образцами S5-3 и S2-4 
(см. рис. 5, б). Состав архейного сообщества обр. S2-4 
в наибольшей степени отличается от других образцов. 
Это может быть связано с различными условиями фор-
мирования отложений и разным возрастом отложений 
в местах заложения скважин.
Скорее всего, архейные сообщества толщ, соответ-
ствующих образцам S5-3 и S7-9, были сформированы 
в строго анаэробных условиях, благоприятных для 
процессов анаэробного окисления метана и аммония. 
Тогда как сообщества толщ, соответствующих образ-
цам S1-1, S2-4, S7-7 и S7-12, сформировались в сме-
шанных аэробно-анаэробных условиях, где к другим 
процессам добавился метаногенез. Причина появления 
последнего может быть связана не столько с аэробны-
ми условиями, возникшими в процессе эволюции от-
ложений, сколько с влиянием на наземные экосистемы 
насыщенных углекислотой подземных вод [Демидов и 
др., 2020].
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Впервые с использованием профилирования V4 ре-
гиона гена 16S рРНК для домена Archaea проведено ис-
следование вечной мерзлоты о. Западный Шпицберген 
в морских террасах возрастом от позднего плейстоцена 
до голоцена. 
Сообщества,  характеризуемые  присутствием  архейных 
филумов Euryarchaeota,  Bathyarchaeota, Thaumarchaeota, 
Asgardarchaeota,  по  преобладающим филумам  оказались 
схожими  с  сообществами  современных  прибрежных 
[Mitzscherling  et al., 2019] и  морских отложений, свя-
занных с метаногидратными пинго [Gründer et al., 2019; 
Treude et al., 2020]. Как и представители домена Bacteria 
(см. [Караевская и др., 2021]), они предположительно 
формировались в анаэробных, а также в смешанных 
аэробно-анаэробных условиях.
Ранее было установлено, что изотопный состав ме-
тана и углекислого газа в скв. 7, а также преобладание 
окисляющих метан архей  групп ANME-2a, -2b, -2d над 
метаногенными археями порядка Methanobacteria дает 
основание предполагать образование этих отложений 
в условиях поступления газов из третичных скальных 
пород [Караевская и др., 2021].
Присутствие в скв. 7 на глубине 11.7 м метана, эти-
лена и этана, а также состав его архейного сообщества 
указывают на наличие в этой толще микробиологиче-
ских процессов анаэробного окисления метана, вероят-
но, поступавшего из третичных пород. 
Объединяя полученные по доменам Bacteria и 
Archaea результаты, приходим к выводу, что функцио-
нальная роль исследованных прокариотных сообществ 
сводится к гетеротрофной психрофильной активно-
сти во всех образцах, метаногенезу в образцах S1-1 и 
S2-4, анаэробному окислению метана бактериями рода 
Methylobacter в обр. S1-1, анаэробному окислению ме-
тана археями групп ANME-2a, -2b, -2d в образцах S7-7, 
S7-9 и S7-12, сульфатредуцирующей активности бакте-
рий филумов Firmicutes и Nitrospirae в образцах S2-4, 
S7-7 и S7-9, а также анаэробному окислению аммония 
археями филума Thaumarchaeota в образцах S1-1, S5-3, 
S7-7 и S7-12. Во всех образцах также предполагается 
наличие микробиологических процессов преобразова-
ния углеводородов. 
Полученные в настоящей и в нашей предыдущей ста-
тье [Караевская и др., 2021] результаты дают толчок для 
дальнейших исследований в области филогении про-
кариотных сообществ мерзлоты Шпицбергена, в част-
ности морских архей сравнительно недавно открытого 
филума Asgardarchaeota. Большой интерес представля-
ет их метаболизм, также не совсем ясны причины их 
достаточно широкого разнообразия в этой мерзлоте. В 
связи с низкой долей архей в исследуемых прокариот-
ных сообществах для молекулярно-генетических ис-
следований в этой области необходимо использовать 
специальные подходы с применением праймеров на 
интересующие гены определенных групп архей.
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ARCHAEAL COMMUNITIES OF FROZEN QUATERNARY SEDIMENTS 
OF MARINE ORIGIN ON THE COAST OF WESTERN SPITSBERGEN
© 2021    E.S. Karaevskaya1, 2 *, N.E. Demidov1, V.S. Kazantsev3, I.M. Elizarov4, A.G. Kaloshin5, 
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Abstract. The archaeal composition of permafrost samples taken during drilling of frozen marine sediments 
in the area of   the Barentsburg coal mine on the east coast of Grønfjord Bay of Western Spitsbergen has 
been studied. The study was based on the analysis of the V4 region of the 16S rRNA gene, carried out using 
next generation sequencing. This is the second part of the work dedicated to the prokaryotic composition 
of the Western Spitsbergen, the fi rst part was devoted to the domain of Bacteria. The general phyla of the 
the Archaea domain were Euryarchaeota, Bathyarchaeota, Thaumarchaeota and Asgardarchaeota. As 
a result of phylogenetic analysis of the dominant operational taxonomic units, representatives of methanogenic 
methane- and ammonium-oxidizing archaea, as well as heterotrophic archaea were found. Methanobacteria 
class of methanogenic archaea was found in the controversial genesis, while methane-oxidizing archaea 
of the Methanomicrobia class of Methanosarcinales order were found in the marine permafrost of Cape 
Finneset: ANME-2a, -2b group was found in layers 8.6 and 11.7 m, and a group ANME-2d (Candidatus 
Methanoperedens) – in a layer of 6.5 m. Ammonium-oxidizing archaea of the phylum Thaumarchaeota was 
present in all types of permafrost, while Nitrososphaerales was detected in controversial genesis permafrost, 
and the order-Nitrosopumilales in the marine permafrost or controversial genesis ones. Representatives of 
phylum Bathyarchaeota were found in the stratigraphicly most ancient samples under this study. Superphylum 
Asgardarchaeota was met exclusively in the layers of permafrost with marine genesis and was represented by 
phyla Lokiarchaeota, Thorarchaeota and another group belonging to this superphylum that was not identifi ed 
by us. The presence in the marine permafrost terrace of Cape Finneset at 11.7 m depth of methane, ethylene 
and ethane, as well as the composition of the archaeal community gives this layer to assume in it the presence 
of microbiological processes of the anaerobic oxidation of methane, probably received from Tertiary deposits 
before freezing. The results obtained are represented the permafrost of Spitsbergen as a rich archive of genetic 
information of little studied prokaryotic groups.
Keywords: Western Spitsbergen, permafrost, marine sediments, domain Archaea, V4 region of 16S rRNA, 
methane.
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